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論文の内容の要旨 
 吉野喬之氏の博士学位論文は、結核の生ワクチンである BCG由来の keto型ミコール酸を用いた
リポソーム製剤を開発し、その抗腫瘍効果を検討したものである。その要旨は以下のとおりである。 
（目的）BCG の膀胱内注入療法は、表在性膀胱癌に対する標準免疫療法であるが、生菌のため感染
の副作用があること、膀胱への投与に経路が限られることが問題である。ミコール酸は BCGの主要
な細胞壁成分であり、様々な免疫反応を引き起こすことが知られている。著者は、ミコール酸によ
り腫瘍免疫が活性化されるという仮説を検証するために、膀胱癌に確実に取り込まれるリポソーム
を開発することを本研究の最初の目的にあげている。さらに、開発したミコール酸含有リポソーム
の抗腫瘍効果を明らかにすることを次の目的に研究を行っている。 
（方法）著者は、BCG 死菌よりミコール酸を抽出し、薄層クロマトグラフィーを用いて、α-, 
methoxy-, および keto-ミコール酸の各分画の精製を試みている。著者は、精製したミコール酸各
分画を含有するリポソームを作成し、サイズ、表面電位、および細胞への取り込みを測定すること
で、リポソームの性能の評価を行っている。さらに著者は、同リポソームの膀胱癌細胞株に対する
効果を、WST-8 を用いた細胞毒性試験により細胞レベルで検討するとともに、マウス同種移植モデ
ル（皮下腫瘍モデル）を用いて in vivoでの抗腫瘍活性を検討し、腫瘍部位に浸潤するリンパ球の
同定を行っている。その結果をもとに、著者は T細胞の欠如したヌードマウス、NK活性の低下した
ベージュマウスを用いて、リポソームの抗腫瘍効果に関する T 細胞や NK 細胞の役割について検討
している。 
（結果）著者は、初めにα-, methoxy-, および keto-ミコール酸の各分画が精製できたことを、
MALDI-TOF 質量分析にて確認している。ミコール酸は陰性に荷電しており、疎水性が強い。同じく
陰性に荷電した膀胱癌細胞への取り込みを効率化するため、著者はデンドロン脂質 D22をリポソー
-２ 
ムの材料に加え、表面電位が陽性となるカチオニックリポソームを作成している。作成されたリポ
ソームは表面電位が陽性であり、癌細胞への取り込みは良好であることを確認している。その上で、
著者はα-, methoxy-, および keto-ミコール酸の各分画を含有するカチオニックリポソームの作成
を行っている。いずれの分画を含むリポソームも、単体では細胞増殖に影響を及ぼさないことを、
培養膀胱癌細胞を用い in vitro で確認している。皮下腫瘍モデルを用いて in vivo における各ミ
コール酸含有リポソームの抗腫瘍活性を検討したところ、C57BL/6 マウスでは keto-ミコール酸を
含有したリポソームのみが腫瘍増殖抑制を示すことを、一方、C3H/HeNマウスでは methoxy-, およ
び keto-ミコール酸を含有するリポソームが腫瘍増殖抑制効果を示すことを、それぞれ著者は明ら
かにしている。さらに著者は、デンドロン脂質 D22の代わりに D12を用いた keto-ミコール酸含有
リポソームを作成し、デンドロン脂質による抗腫瘍活性の違いを検証している。D12 リポソームは
物理的性質や腫瘍細胞への取り込みに差は無いものの、C57BL/6 マウスを用いた皮下腫瘍モデルで
は抗腫瘍活性を示さないことを明らかにしている。 
 著者は、keto型ミコール酸含有リポソームによって活性化する免疫システムを明らかにするため、
C57BL/6 マウス皮下腫瘍モデルにおいて、同リポソーム混合接種後の腫瘍部位浸潤リンパ球の免疫
染色を行い、CD8 陽性細胞数が有意に増加していることを明らかにしている。さらに、著者はヌー
ドマウス、ベージュマウスを用いて皮下腫瘍モデルを同様に作成し、keto型ミコール酸含有リポソ
ームの抗腫瘍効果を調べたところ、ヌードマウスで抗腫瘍効果は消失し、一方ベージュマウスでは
効果が保たれることを明らかにしている。 
（考察）著者は、ミコール酸をカチオニックリポソームに含有させることにより in vivoにおける
ミコール酸の抗腫瘍効果を示すことができた初めての研究であることを述べている。今回、ミコー
ル酸分画のうち、keto-ミコール酸が抗腫瘍効果を持つことを示したが、その理由としてミコール
酸分画の３次元構造の違いが、T 細胞活性化の差異に結び付く可能性を著者は挙げている。本研究
では、デンドロン脂質ポリアミドアミン基の数の違いにより抗腫瘍活性に違いが生じることを示し
たが、その理由を明らかにするために、リポソームが細胞に取り込まれた後のプロセシングや抗原
提示といったメカニズムに焦点を当てた研究が今後必要であることを述べている。また、本研究で
はミコール酸の抗腫瘍効果において T細胞が重要な役割を果たす可能性を示したが、T細胞活性化
の機序に関して今後の検討が必要であることを述べている。本研究は BCGの感染性副作用を克服す
る膀胱癌免疫治療の開発につながる研究であると結論付けている。 
 
 
審査の結果の要旨 
（批評） 
ミコール酸サブ分画を精製し同分画を含むリポソームを作製したこと、膀胱癌細胞に効果的に取
り込まれるリポソームを作製できたこと、更に同リポソームの抗腫瘍活性を in vivoで明らかにし
たことはいずれも今までに例がなく、新規性・独自性の高い研究であると思われる。ミコール酸を
介した抗腫瘍メカニズムの分子レベルでの解明や、膀胱癌モデルでの抗腫瘍活性の検証など、本研
究は新たながん免疫療法の開発につながる可能性を有する、臨床的に重要な研究と考えられる。 
平成 30年 6月 29日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明
を求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と
判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
